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of  increasing  therapeutic  relevance  wherein  the  bispyridinium  (BP)  non‐oxime MB327  found  to 
mediate a positive therapeutic effect in vitro although not to a sufficiently high degree was used as a 
lead structure for the synthesis of a series of structural BP analogues.  




















and  descending  at  high  agonist  concentrations  revealing  the  conformational  states  of  receptors 
including  activation  at  low,  inactivation  and  desensitization  of  hα7‐nAChR  at  high  agonist 
concentrations. Positive allosteric modulation of agonist‐induced responses by PNU‐120596 yielded 
an amplification of nicotine‐induced peak current amplitude as well as a prolonged duration of the 
evoked  response  representing  an  elongated  mean  open  channel  conformation.  Current‐voltage 
relations of CHO‐K1/RIC‐3/hα7‐nAChR cells under control and upon agonist‐induced activation and 














desensitized  hα7‐nAChR.  Because  these  compounds  did  not  activate  hα7‐nAChR  by  themselves 
without agonist and current response profile of activated and desensitized nAChR reflected the one 
obtained with the representative type  II PAM PNU‐120596, the underlying mechanism of action by 
these  compounds was  indicative  for  a  type  II  allosteric mechanism  able  to  prevent  and  recover 
receptors from desensitization. In summary, this study served to develop a stable screening method 
to  identify  structural  requirements  of  test  compounds  to  prevent  and  reverse  hα7‐nAChR 









nikotinischer  (nAChR)  Rezeptoren  und  Überstimulation muskarinischer  (mAChR)  Rezeptoren  eine 
cholinerge Krise welche unbehandelt  zum Tod durch  zentrale und periphere Atemlähmung  führen 
kann. Die derzeitige Standardtherapie umfasst die Reaktivierung OP‐gehemmter AChE durch mono‐ 
oder bisquarternäre Pyridiniumoxime und kompetitive Antagonisierung von mAChR durch Atropin. 
Dabei  werden  durch  die  derzeitig  verfügbare  Pharmakotherapie  ausschließlich  muskarinische 
Symptome  behandelt wohingegen  nikotinerge  Effekte  am  nAChR  nicht  direkt  adressiert werden. 
Dementsprechend  stellt  die  direkte  Intervention  an  nAChR  einen  innovativen  und  generischen 
therapeutischen Ansatz gegen OP Verbindungen dar, um die Oxim‐Therapie zu ergänzen. Da es bisher 
noch  kein  Breitband‐Oxim  gibt  und  insbesondere  bei  Vergiftungen  mit  Soman  oder  Tabun  die 
Reaktivierung mit  Oxim  nicht  ausreichend  ist, wird  die  Notwendigkeit  einer  solchen  alternativen 
Therapiestrategie deutlich. Daher sind Verbindungen, die als positive allosterische Modulatoren (PAM) 
wirken und die Desensitisierung der nAChR vorbeugen bzw. diese wieder aufheben können von großer 
therapeutischer  Bedeutung.  Die  Bispyridinium  (BP)  Verbindung  MB327,  welche  einen  positiven 
therapeutischen Effekt vermittelte, aber keine ausreichend hohe Effektivität zeigte, diente  in dieser 
Studie  als  Leitstruktur  für  die  Synthese  einer  Reihe  strukturell  analoger  BP‐Verbindungen  (PTM 
Verbindungen).  In  dieser  Arbeit wurde  die Wirkung  der  sogenannten  PTM  Verbindungen  auf  die 
Funktion der nAChR mittels der Etablierung eines automatisierten Ganzzell‐Patchclamp‐Verfahrens an 
CHO‐K1‐Zellen untersucht, die mit dem humanen α7‐nAChR  (hα7‐nAChR) stabil  transfiziert wurden 
(CHO/RIC‐3/hα7‐nAChR).  Die  CHO‐K1  Zelllinie  wurde  anstelle  der  GH4C1  Zelllinie  für  die  stabile 
Transfektion von hα7‐nAChR verwendet, da grundlegende elektrophysiologische Eigenschaften der 




Etablierung  eines  effizienten  Screening‐Verfahrens  optimiert,  indem  die  zellulären  Parameter  und 
Einstellungen angepasst wurden, einschließlich der Einstellung des Ansaugdrucks der Zelle und des 










Dosis‐Wirkungsbeziehungen  mit  verschiedenen  klassischen  Agonisten,  sodass  sich  bei  niedrigen 






welche  eine  Verlängerung  der  durchschnittlichen  Öffnungsdauer  der  hα7‐nAChR  anzeigte.  Durch 
Strom‐Spannungs‐Beziehungen  von  CHO‐K1/RIC‐3/hα7‐nAChR‐Zellen  ohne  und  mit  Agonist‐
induzierter  Stimulierung und  allosterischer Modulation durch  PNU‐120596,  sowie  spezifische hα7‐
nAChR  Antagonisierung mit Methyllycaconitin  konnte  die  spezifische  hα7‐nAChR  Expression  und 
elektrophysiologische Eigenschaften bezüglich der selektiven Ionenpermeabilität der hα7‐nAChR für 
Na+ und Ca2+ nachgewiesen werden.  
Bei  der  folgenden  Screening‐Methode  wurde  die Wirkung  von  BP‐Verbindungen  auf  die  nAChR‐
Aktivierung untersucht, um Struktur‐Wirkungs‐Beziehungen zu identifizieren. Dabei wurden durch BP‐
Verbindungen  zwei  verschiedene  intrinsische Aktivitäten  auf  die AChR‐Aktivierung  aufgezeigt. Die 
erste  umfasste  die  Potenzierung  der  nAChR‐Aktivierung  durch  PNU‐120596,  MB327  und  fünf 
symmetrische PTM‐Verbindungen mit einer tert‐Butyl oder einer Methoxy Gruppe an der  Position 2, 
3  und  4  beider  Pyridiniumringe.  Die  zweite  zeigte  dass  die  PTM‐Verbindungen  mit  einer 
Dimethylaminogruppe an der Position 3, einer Isopropylgruppe an der Position 2, 3 und 4 oder mehr 
als einer substituierten Gruppe an beiden Pyridiniumringen die nAChR‐Aktivierung inhibierten. 
Die  Bestimmung  von  Struktur‐Aktivitäts‐Beziehungen  ergab,  dass  die  Potenzierung  der  nAChR‐
Aktivierung  von  der  Position  und  der  chemischen  Struktur  und  der  substituierten  Gruppe  der 
Testsubstanz abhängt, da BP‐Verbindungen, die eine tert‐Butyl‐Gruppe oder eine Methoxy‐Gruppe an 
der  Position  3  und  4  tragen,  eine  höhere Amplifikation  der  Stromantwort  zeigten  als  eine  solche 
Substitution  an der  Position  2. Untersuchungen  zur Wiederherstellung der Rezeptorfunktion nach 
Desensitisierung  zeigten,  dass  diese  BP‐Verbindungen  die  Desensitisierung  aufhoben  und  dabei 
vergleichbare  Struktur‐Aktivitäts‐Beziehungen  in  ihrer  Effektivität  wie  zuvor  bei  den 





Verbindungen  in  Abwesenheit  des  Agonisten  Nikotin  nicht  aktivierbar.  Demnach  war  die 




strukturelle  Anforderungen  an  Testverbindungen  zu  identifizieren,  die  die  nAChR‐Desensitisierung 
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to  coat  arrowheads  [35,  126].  With  advancements  in  science  and  chemistry,  a  wide  variety  of 
organophosphorus  (OP)  compounds  were  developed  and  left  their  footprints  since  their  initial 






evoke miosis and difficulty  in breathing probably  leading  the German chemist Gerhard Schrader to 
isolate a series of  fluorine‐containing esters while he was engaged  in his program  to develop new 
insecticides at the conglomerate I.G. Farben [178, 287]. Besides commonly used insecticides parathion, 
O,O‐diethyl  S‐(4‐nitrophenyl)  phosphate,  and  its  oxygen  analog  paraoxon,  O,O‐diethyl  O‐(4‐
nitrophenyl)  phosphate,  Schrader  identified,  rather  accidentally  than  by  intention,  a  series  of 
considerably more toxic esters denoted as G‐type nerve agents comprising tabun (GA), O‐ethyl N,N‐


























need  to  control  the  persistent  threat  coming  from  chemical warfare  agents  and  the  existence  of 
stockpiles of military‐grade chemical weapons, e.g., sarin and VX  in the USA, soman and Russian VX 
(VR,  O‐isobutyl  S‐N,N‐diethylaminoethyl  methyl  phosphonothioate),  in  the  former  Soviet  Union 
culminated in the conclusion of the Chemical Weapons Convention (CWC) in April 1997 embracing the 
prohibition of the development, production, stockpiling and use of chemical weapons [200, 204, 244, 
246,  320,  349].  According  to  the  Organization  for  the  Prohibition  of  Chemical Weapons  (OPCW) 
verifying  the  implementation of  the CWC program, 192  State Parties  covering 98 % of  the  global 
population  joined the Convention since  its entry‐into‐force and declared to meet the obligations to 
disarm  the  world  of  chemical  weapons  [243].  This  treaty  is  considered  to  be  a  very  successful 



















increasingly used as pest‐control agents  in  the agricultural  industry. However, some of  them were 
found  to  possess mammalian  toxicity  exerted  through  the  same mechanism  as  nerve  agents  and 
accounted  for  over  300.000  accidental,  suicidal  and  homicidal  case  fatalities  per  year worldwide, 





















V‐agents  [365].  The  common  G‐agents  are  sarin,  soman,  cyclosarin  (GF,  O‐cyclohexyl  methyl 








the environment  [157]. According  to  their high  lipophilicity, percutaneous absorption  through  skin 
penetration is perceived to be their main hazard rather than inhalation as in case for the non‐persistent 




chiral  centers  (at  the phosphorus and  carbon atom), exists as  four  isomers  [29, 30]. Thereby,  it  is 
documented that the P(‐)‐isomers of sarin, tabun and VX as well as the C(‐)P(‐)‐isomer of soman appear 
to  be  more  toxic  in  vivo  compared  to  their  corresponding  P(+)‐isomers  [29,  30].  Besides 
physicochemical properties,  toxicokinetic and  toxicodynamic properties are determining  factors  for 
the  development  of  appropriate  drug  treatment  [30,  386].  Investigations  of  distinct  toxicokinetic 
properties after different routes of nerve agent exposure at several systemic, organ and tissue doses 
were conducted [30, 354, 386]. These studies deliver important indications for the assessment of the 
time period of acute  intoxication by nerve agents which  is  in turn essential for the development of 
strategies  for  timely administration of antidotes  [354]. For example, absorption and distribution of 
volatile G‐agent exposure is very rapid leading to a fast onset of acute symptoms and the need of an 
immediate  therapeutic  intervention  [354].  In  contrast,  percutaneous  exposure  to  less  volatile  VX 
develops  acute  toxic  effects more  slowly  and  persists  over  a  longer  period  of  probably  due  to  a 
















287].  The monomer  of AChE  is  an  ellipsoidal  protein  found  in  various  types  of  conducting  tissue 












































ACh was  the  first  neurotransmitter  discovered  and  is mainly  present  in  the  autonomous  nervous 
system [259, 325]. Within the central nervous system (CNS), ACh is mainly found in interneurons and 
serves as the excitatory neurotransmitter in the preganglionic and parasympathetic neurons [259]. In 
the  peripheral  nervous  system  (PNS), ACh  is  the  neurotransmitter  at  the  neuromuscular  junction 
between the motor nerve and the skeletal muscle [69]. Considering the abundant expression sites of 
ACh,  the major  involvement of ACh  in numerous  cholinergic pathways becomes  clear  so  that  it  is 
indicative that impairment of ACh hydrolysis by AChE involves grave pathological consequences [260]. 
As proposed by Burgen, the main principle of irreversible AChE inhibition is the phosphylation (denotes 
phosphorylation  and  phosphonylation;  the  latter  being more  common with  nerve  agents)  of  the 
hydroxyl  group  of  serine  in  the  active  site  of  the  enzyme  (Figure  1)  [50,  90].  Until  today,  the 
anticholinesterase toxicology of OP nerve agents is considered to account for their primary action of 
toxic mechanism [143, 170, 181, 199, 233, 365]. Since OP compounds function as substrate for AChE 
by  interacting with  its  substrate binding domain,  binding  and  subsequent  hydrolyzation of ACh  is 
prevented resulting in complete failure of AChE activity [11, 265]. Chemically, this reaction is conveyed 
by  a  nucleophilic  attack  (SN2 mechanism)  of  the  hydroxyl  group  of  the  serine  residue  with  the 














293,  299,  383].  The mechanism  of  the  dealkylating  aging  reaction  involves  cleaving  of  the  alkoxy 
moieties from the central phosphorus atom of the OP compound (Figure 1) [218]. The remaining P‐OH 









inhibiting  AChE  in  the  PNS  and  CNS  [11,  29,  142].    Consequently,  excessive  amounts  of  the 
neurotransmitter ACh at the synaptic cleft lead to overstimulation of cholinergic receptors as well as 









release  of  the  neurotransmitter  acetylcholine  (ACh)  from  the  presynaptic membrane  of  the  axon 
terminal by  fusion of  the  synaptic  vesicle  containing ACh with  the presynaptic membrane.  In  the 
synaptic cleft, ACh diffuses across  the cleft and binds  to and activates cholinergic  receptors at  the 
postsynaptic membrane including muscarinic (mAChR) and nicotinic acetylcholine receptors (nAChR), 
thereby  causing  depolarization  of  the  postsynaptic  cell.  Under  physiological  conditions,  ACh  is 
hydrolyzed by the serine hydrolase acetylcholinesterase (AChE) into choline (Ch) and acetate (A) and 












and  symptoms  of  the  cholinergic  crisis  occur within minutes  to  hours  and  have  centered  on  (1) 
muscarinic, (2) nicotinic and (3) central manifestations (Table 1) [121, 142, 199, 249, 254, 332, 360]. 





central  symptoms  deriving  from  nicotinic  effects  comprise  restlessness,  agitation,  confusion  and 
sometimes convulsions compromising airway and breathing,  increasing aspiration  risk and hypoxia 
(Table  1)  [60,  254,  299,  360].  As  suggested  by  a more  complete  clinical  list  of  acute  symptoms, 
respiratory  failure,  resulting  from both diaphragm paralysis and  failure of central  respiratory drive 
ultimately accounts for the usual cause of death (Table 1) [199, 266]. Concerning muscarinic effects of 
this receptor‐based classification, a common toxidrome of acute OP poisoning concerns the relevant 
glands  and  causes  the  peripheral  SLUDGE  (Salivation,  Lacrimation,  Urination,  Defecation,  Gastric 
cramps, Emesis) symptoms whereas muscarinic effects in the central nervous system causes confusion, 
coma and convulsions (Table 1) [254, 360]. Initially dominating muscarinic symptoms of salivation and 
































































































organ‐specific  (cardiovascular,  respiratory  or  neurological  manifestations)  means,  a  time‐based 
approach may also be considered, wherein symptoms and signs are categorized as acute (minutes to 
hours) and delayed or late (days to weeks) [43, 86, 116]. In contrast to the acute syndromes where the 
ascribed  cholinergic  syndrome  develops within minutes  to  hours  after  exposure  of  nerve  agents, 
delayed and long term health effects including the intermediate syndrome (IMS) and organophosphate 
induced delayed neuropathy  (OPIDN) may occur days  to weeks  following exposure either after an 
initial period of  intense cholinergic  symptoms and  signs or after a period of minimal or no clinical 








to 18 days and may proceed  in a delayed onset  coma  [254, 292]. The neurotoxic effect of OPIDN 
involves cramping pain and paresthesia of  the extremities  followed by weakness of  the distal  limb 
muscles,  especially  in  the  legs  [86, 191]. Both delayed manifestations  are  thought  to derive  from 









OP  nerve  agent  poisoning,  their  physicochemical,  toxicodynamic  and  toxicokinetic  properties  are 
highly  variable  [11,  354].  For  these  reasons,  pharmacotherapy  presents  a  major  challenge  for 
toxicologists,  intensive  care  units,  medical  doctors  and  medical  personnel  [335].  Nevertheless, 
stepwise understanding of toxicokinetic and ‐dynamic properties of nerve agent compounds by studies 
conducted in the last two decades of the last century contributed to today’s therapeutic regimen to 
treat nerve agent poisoning  [29, 91, 307, 354]. Current  therapy  comprises  the administration of a 
nucleophilic agent, so called oxime, to reactivate phosphylated AChE and of the muscarinic cholinergic 
antagonist,  atropine,  to  counteract muscarinic  effects  (Figure  2)  [29,  91,  307,  354]. Atropine  is  a 
racemic  hyoscyamine  and  constitutes  the main  active  component  in  Atropa  belladonna  (deadly 
nightshade), Datura  stramonium  (thorn  apple)  and Hyoscyamus  niger  (henbane)  [44,  334].  It was 




with moderate  symptoms  and  6 mg  with  severe  symptoms)  to  OP  poisoned  patients mitigates 
muscarinic effects of ACh hyperstimulation at neuroeffector sites on smooth muscle, heart muscle, 
glands, peripheral ganglia and  in  the CNS and  thus prevent  life‐threatening airway  secretions, and 

























phosphyl  group  of  the  OP‐inhibited  AChE  leading  to  a  pentacoordinate  transition  state  of  the 
intermediate  phosphyloxime  [88,  370].  Subsequently,  the  phosphyl  residue  is  removed  from  the 
intermediary complex and transferred to the oxime, resulting  in formation of the reaction products 
phosphyloxime  and  the  free  enzyme  with  its  restored  enzyme  activity  after  dissociation  of 
phosphyloxime [158, 217]. The dissociation reaction is facilitated by the polarization of the phosphorus 
oxygen bond which  is mediated by a  charge  transfer  from  the phosphorus  to  the double bonded 
oxygen  of  the  phosphate  ester  [91].  Efficacy  of  oximes  to  restore  AChE  activity  depends  on  the 

















dephosphylation reaction [101, 333]. Therefore, oximes are of  little value  in such cases  if not given 
instantaneously [22, 91]. In addition to rapid aging, inefficient oxime treatment of OP‐inhibited AChE 
is associated with  limited access of oximes  to  the gorge due  to  spatial  constraints of  the gorge  in 
combination with  the  steric  limitations  of  bulky  oximes  as well  as  steric  hindrance  by  some  OP 
compounds (e.g. tabun) bound to the enzyme [22, 91]. From the above, it is apparent that research 
efforts  developing  innumerable  oximes  did  not  result  in  oximes  that  can  be  considered  as  broad 
spectrum antidotes with  superior efficacy against  structurally diverse OP  compounds,  in particular 
against  rapid  “aging” by  soman  [283]. Moreover,  the  synthesis of new, unknown  structures of OP 




oxime  and  atropine  does  not  counteract  symptoms mediated  by  overstimulation  of  nAChR.  Thus 
patients are not sufficiently protected from nicotinic effects causing central and peripheral respiratory 
arrest representing the main cause of death after OP poisoning [24, 272, 283, 386]. Therefore, calls for 







Many scientific  institutions around the world are engaged  in the development of  improved medical 
countermeasures  against  chemical  warfare  agents  and  this  ongoing  progress  culminated  in  the 
development of some oximes with superior efficacy when compared to pralidoxime, the first oxime 
therapeutically  used  [82,  101,  179,  283].  Hereby,  symmetric  bispyridinium  compounds  such  as 
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methoxime  (MMB‐4),  trimedoxime  (TMB‐4)  and  obidoxime  as  well  as  asymmetric  bispyridinium 
compounds  of  the  H‐series,  such  as  HI‐6  and  HLö7, which were  developed  in  the  laboratory  of 
Professor Hagedorn, were of great  interest  [25, 79, 89, 171, 189, 192, 238, 309]. Although not yet 
commercially  available,  HI‐6  is  probably  the most  promising  oxime  under  development  in many 
countries since it was shown to have superior efficacy to VX compared to 2‐PAM and very good action 
with sarin, but a poor or no response when treating tabun exposures [58, 66, 150, 194, 198, 212, 238]. 
At  present,  apart  from  the  huge  number  of  further  oximes  developed  that  are  far  away  from 















prolonged  circulatory  residence  time  in  humans,  expected  absence  of  undesirable  immunological 
responses and its physiologically innocuous in the absence of nerve agent [80, 183, 225, 279, 283]. To 
allow a constant source of BChE of reproducible purity and activity, research investigations prompted 
production  of  recombinant  human  BChE  [146,  147,  280].  However,  catalytical  activities  of  these 
mutants  are  too  slow  for  practical  use  and  thus,  these  research  efforts  continue  to  improve OP‐
hydrolyzing activity of the enzyme and to reduce immunogenicity by site‐directed mutagenesis [283]. 









Conceived  as  pretreatment  and/or  post  exposure  treatment,  this  concept  of  fast  and  efficient 
degradation of OP compounds in the bloodstream by catalytic scavengers concentrated primarily on 
bacterial phosphotriesterases  (PTE) and paraoxonase‐1  (PON‐1), but also on human BChE  [34, 201, 
272, 342, 382]. The recent unprecedented progress made  in the development of bioscavengers for 
human use  justifies  the success of  this novel approach  [84, 114].  In  the near  future, optimized OP 
compound degrading enzymes by re‐design of known enzymes applying new techniques used currently 












combined  administration of  an oxime  to  reactivate AChE,  atropine  to  symptomatically  antagonize 
muscarinic effects and later to the development of promising alternative therapeutic approaches, for 
instance  catalytic  scavengers  that degrade OP  compounds  [23, 80, 133, 183, 225, 279, 283, 374]. 
Ongoing  research  on  these  therapeutic  interventions  together  with  medical  assessment  of  OP‐
poisoned  casualties  contributed  to  a  better  understanding  and  reappraisal  of  therapeutic  needs 
necessary to optimize current treatment [283, 384]. In this regard, previous casualty reports showed 
that OP‐poisoned  individuals suffering from severe clinical signs and symptoms of fasciculation and 
paralysis  of  the  respiratory muscle  deriving  from  dysfunction  of  nicotinic  receptors  could  not  be 
sufficiently recovered by the standard therapy [24, 272, 283, 335].  
However,  if  untreated,  such  nicotinic  symptoms  arising  from  uncontrolled  ACh  accumulation  and 
overstimulation  of  receptors  may  lead  to  subsequent  desensitization  in  case  of  continued 









effects  [13,  369]. Prior  to  the  role of nicotinic  receptors  in nerve  agent poisoning, dysfunction of 
nicotinic  receptors  was  already  shown  to  be  implicated  in  neurodegenerative  diseases  such  as 
Alzheimer´s disease, Parkinson´s disease, schizophrenia and also myasthenia gravis [6]. Due to their 
involvement  in several  important pathologies, nAChR were studied extensively with regard to their 






































CNS  CNS subunits α3  α4  α5  α6  α7  β2  β3  β4 
cortex      ○        ○  ○ 
frontal  ○  ○●      ○●  ○     
parietal  ○  ○●      ○  ○●     
occipital    ○      ○       
temporal  ○●  ○●      ○●  ○●     
insular  ○  ○        ○     
thalamus  ○  ○  ○    ○  ○  ○  ○ 
anterior          ○       
lateral nuclei  ○        ○  ○     
dorsomedial  ○        ○  ○     
lateral geniculate          ○       
reticular  ○        ○  ○     
midbrain  ○  ○●  ○    ○  ○●  ○  ○ 
brainstem                 
hippocampus  ○●  ○●  ○    ○●  ○●  ○  ○ 
entorhinal cortex  ○●  ○●      ○●  ○●    ● 
subiculum  ○  ○      ○  ○     
pyramidal cells  ●  ●      ●  ●    ● 
dentate gyrus  ○●  ○●      ○●  ○●    ● 
basal ganglia  ○  ○  ○    ○  ○  ○  ○ 
caudate  ○  ○      ○*  ○     
putamen  ○●  ○●  ●  ●  ○●  ○●  ●   
globus pallidus                 










terminal  extracellular  domain  of  each  subunit  (Figure  3  A).  In  addition  to  the  large  N‐terminal 
extracellular  domain,  each  subunit  comprises  a  transmembrane  domain  with  four  hydrophobic 

















residues which  form  the Cys‐loop  located between  the  ligand‐binding domain and  the  ion‐channel 
domain  [303]. With  respect  to  expression  sites of  nAChR,  the  classical distribution  in muscle  and 
neuronal receptors appears to be outdated since apart from neuronal tissues, neuronal nAChR were 
also  reported  to  be  present  in  non‐neuronal  tissues  such  as  lymphocytes,  macrophages,  lungs, 
keratinocytes, vascular endothelium, and others [70, 104, 117, 119, 166, 196, 250, 361]. The broad 
spectrum  of  various  assemblies  of  neuronal  nAChR  subtypes  reveals  receptors  that  deviate with 


















































a sequence of rearrangements of  the subunit  transmembrane regions  following  ligand binding  [83, 










the neurotransmitter  to  the  receptor. Thus,  the probability of  the  receptor  to  transition  to a non‐
conducting  state,  known  as  desensitization,  a  conformational  state  wherein  the  receptor  is  not 
susceptible  for  immediate  re‐activation,  increases  (Figure  3  D)  [148].  Receptor  desensitization  is 
associated with high ligand affinity of ACh to the ligand binding site and induces a depolarization block 
of  the endplate at  the neuromuscular  junction and  interruption of neuronal  transmission,  thereby 












changes  differ  from  those  in mAChR  [278,  306,  330].  In  this  context,  a major  problem  of  such 
competitive  antagonists  to  be  applied  as  therapeutic  agents  is  that  very  high  concentrations  of 
antagonist are needed  to overcome  the effects of excessive ACh stimulation of nicotinic  receptors 
[330]. The main challenge hereby is to envisage a competitive range dosage that is not so high that the 
now normalized function itself becomes compromised by excess antagonism and thus causing serious 
adverse  side effects  in unpoisoned  individuals  [296]. Moreover, many nicotinic  antagonists  are of 
highly toxic nature such as tubocurarine, which is the principal component of an arrow poison used in 
South America,  named  curare  [35]. Hence,  clinical  use  of  competitive  nicotinic  antagonists  is  not 
feasible to address the nicotinic effects of OP poisoning [296, 330].  
A more attractive proposition would be to use non‐competitive nAChR antagonists binding to other 
regions  than  the  orthosteric  site  so  that  their  block  would  not  be  overcome  by  increasing 








to as a negative allosteric modulator  (NAM) and a  typical  representative example  is progesterone, 
















Hereby,  types  I  PAM  reduce  the  energy barrier between  the  resting  and  the  active  state  (type  I) 
amplifying agonist  response. Type  II PAM  reduce agonist‐induced desensitization by  increasing  the 

















OP  [6,  289].  In  particular,  those  symptoms  include muscle weakness  and  fatigue  observed  in OP 
poisoned patients and are also evident in myasthenia gravis, an autoimmune disease characterized by 
muscle weakness deriving  from destruction of nAChR at  the neuromuscular  junction  [6, 289]. This 
consideration  leads  to  the  assumption  that  drugs  intended  for  treatment  of  neurodegenerative 










During  the  search of  a broad  spectrum oxime  that  is more  effective  than presently  available  and 
clinically used oximes, in particular with improved efficacy related to soman, data derived from soman 
intoxicated non‐human primates has  indicated  that oxime HI‐6 exerts a positive  therapeutic effect 
other than AChE reactivation. This is based on the observation that low AChE activities were found in 
blood  of  these  primates  which  can  be  explained  by  the  rapid  aging  of  the  enzyme  resistant  to 
reactivation [128]. From these data and subsequent data confirming these positive pharmacological 
effects of HI‐6,  it was concluded that processes other than AChE reactivation are  important for the 









with  a modulation  of  the  postsynaptic  response  of  nAChR  that  is  of  particular  interest  for  new 
therapeutic interventions in OP poisoning [12, 65, 297, 315, 329]. Thereby, modulation of nicotinic ion 
channels  by  allosteric modulators  so  that  in  case  of ACh  accumulation,  nAChR  are  rendered  less 










The  anti‐nicotinic  potency  and  effectiveness  in  recovering  neuromuscular  function  of  these 
compounds has been evaluated in vitro by measuring the muscle force production of the guinea pig 




compound  MB327  (1,1'‐(propane‐1,3‐diyl)bis(4‐tert‐butylpyridinium)  diiodide),  a  symmetrical 
bispyridinium compound with a  tert‐butyl group at position 4 at both pyridinium  rings  [138, 329]. 
MB327 was the most effective in a series of BP compounds with recovery of response of approximately 
30 % measured at 100 µM MB327 determined by  the area under  the curve  (AUC) of  the  response 
compared to the control tetanic stimulation  [329, 330]. Following animal studies using an  identical 
compound to MB327, named P62 (diiodide salt), Schoene and coworkers found that mice poisoned 
with  soman  (LD95)  and  pretreated  with  atropine  showed  decreased  toxic  effects  when  P62  was 




thus  indicating  that  therapeutic efficacy  is associated with  interactions at nicotinic  receptors  [285, 
330]. Considering the development of  therapies  for nerve agent poisoning,  it has to be considered 
whether experimental  settings  in animal  studies  can be extrapolated  to  the  situations  in humans. 
Unfortunately, enormous species differences with respect to sensitivity and oxime effectiveness have 
been  found  so  that  translation  into  humans  is  complicated  [378,  379,  381,  385]. Because  clinical 
investigations in humans are obviously not possible, one approach for instance to estimate appropriate 








by  Tattersall  and  coworkers,  Seeger  and  colleagues  studied  the  ability  of  MB327  to  recover 











to develop more potent  substances  by using MB327  as  a  lead  structure  to develop  analogues of 
symmetrical  BP  compounds  bearing  different  substituted  groups  at  varying  positions  by  efficient 
synthetic  routes  [262].  By  application  of  new  techniques  for  rational  drug  design,  among  them 
prediction  of  new  structures  using  chemometric  tools,  click  chemistry,  radioligand  and  liquid 
chromatography ‐ mass spectrometry (LC‐MS) binding studies in combination with functional assays 
to  establish  structure  ‐  activity  relations,  this  alternative  approach  is  used  to  identify  promising 









they bind  to a site distinct  from  the orthosteric binding site of ACh and  thus may preserve nAChR 
desensitization  by  stabilizing  its  open  state  configuration  and may  “resensitize”  the  receptor  by 
destabilizing  the  desensitized  state.  The  current  therapeutic  regimen  of  oxime  administration  to 
reactivate AChE and atropine  to counteract muscarinic effects provides efficient  treatment against 
some OP compounds but not against all kinds of OP compounds,  i.e.  soman due  to  rapid “aging”. 
Accordingly, this alternative therapeutic approach could provide a broad‐spectrum antidote because 
the  effect  of  nicotinic  PAM  is  effective  downstream  of  AChE  inhibition.  Moreover,  this  generic 





the neuromuscular  transmission with  the bispyridinium  (BP) non‐oxime  compound MB327  (4‐tert‐
butyl bispyridinium) by a proposed allosteric interaction with nAChR rather than a classical reactivation 
of  the  inhibited AChE. However,  the potency of MB327  is not  sufficient  enough  to  be  applied  at 
therapeutic  concentrations  and  thus  a  deeper  understanding  of  the  structure‐activity  relation  is 
required  for a better understanding of the structural determinants  for this beneficial effect.  In this 
context,  the aim of  this study comprised  the establishment of a patch clamp screening method  to 
investigate  the  ability  of  BP  compounds  (denoted  as  PTM  compounds),  which  were  structural 
analogues to MB327, to prevent and to recover human acetylcholine receptors of the subtype α7 (hα7‐
nAChR) from desensitization. For this purpose, stably transfected Chinese hamster ovary (CHO) cells 
expressing  the  hα7‐nAChR  (CHO/RIC‐3/hα7‐nAChR  cell  line)  were  used  and  investigated  by  an 
automated planar patch clamp system. 














fast  conformational  change  of  hα7‐nAChR.  Then,  amount  of  time  and  number  of washing  steps 
between each  test compound application were adjusted  to ensure  full  recovery of  receptors  from 
desensitization prior to the next test compound application. Different transition states of the receptor 
were  investigated  by  application  of  agonists  and  a  prescribed  allosteric  modulator.  In  addition, 
inhibition of hα7‐nAChR activity by an antagonist in the absence and presence of a prescribed allosteric 
modulator was essential to confirm subtype specific expression of α7‐nAChR. In conclusion, this study 
































































































































































Test  compounds used  for electrophysiological  screening using  the bispyridinium  (BP) non‐oxime 
MB327 as a lead structure comprised novel structural BP analogues referred to as PTM compounds 


















































































































































































































































(Schlieren,  Switzerland).  CHO‐K1  cells  were  stably  transfected  with  cDNA  of  human  α7‐nicotinic 
acetylcholine receptor  (hα7‐nAChR) and  the acetylcholine receptor chaperone RIC‐3 also known as 
resistance to inhibitors of cholinesterase‐3 (RIC‐3) expediting the transport of the receptor to the cell 
membrane  (Figure  5)  [176].  These  cells  were  denoted  as  CHO/RIC‐3/hα7‐nAChR  cells  and  were 
obtained from Genionics (Schlieren, Switzerland). The following hα7‐nAChR subunit cDNA and h‐RIC3 
cDNA with start and end codons highlighted  in blue  in Figure 5 were applied  for  insertion  into  the 





























































































Figure  5:  Mammalian  expression  vector  pBudCE4.1  (4595  pb)  (Invitrogen  distributed  by 
LifeTechnologies, Darmstadt, Germany)  for  stable  transfection of hα7‐nAChR  subunit and h‐RIC3 
cDNA  into CHO‐K1 cells  (CHO/RIC‐3/hα7‐nAChR) and open  reading  frames of hα7‐nAChR subunit 








































































Transfection of  the  construct was performed  according  to  the manufacture´s protocol  (Genionics, 
Schlieren,  Switzerland)  and  stably  transfected  CHO/RIC‐3/hα7‐nAChR  cells were  cultivated  in  the 
presence of the selection marker hygromycin B to separate transfected cells from not transfected cells. 
Functional  properties  of  hα7‐nAChR were  validated  by  patch  clamp  techniques  in  the whole‐cell 
configuration according to the manufacture´s protocol (Genionics, Schlieren, Switzerland). For  long‐
term storage, GH4C1, CHO‐K1 and CHO‐K1/RIC‐3/hα7‐nAChR cells were suspended  in  fresh  freezing 
medium containing complete medium given in Table 10 supplemented with 10 % DMSO at a density 





















was removed  leaving only a thin  film covering  the cells. During  incubation of cells  for 3 min  in  the 
incubator (37 °C., 95 % O2 and 5 % CO2) cells detached from the surface of the culture flask. Then, cells 
were resuspended in 10 ml pre‐warmed complete culture medium and an aliquot of 2 ml containing 
approx. 2 x 106 cells was  transferred  to a T‐75 culture  flask prefilled with 20 ml  fresh pre‐warmed 
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culture medium.  For  further  cultivation,  cells were  routinely  passaged  after  3  days  at  70 ‐ 80 % 
confluence according to the prescribed procedure. For cell counting, 100 μl of the cell suspension were 










membrane potential  is  generated by  the unequal  concentrations of  ions on opposite  sides of  the 
membrane  due  to  the  semipermeable  property  of  the membrane  of  a  cell.  The membrane  is  in 
electrical  terms  a  resistor or  conductor because  it  is  selectively permeable  to  specific  ion  species 
whereas it is a barrier for the flow of other ion species (Figure 6) [3, 310]. In this context, ions move 
through  the  semipermeable membrane  by  diffusion  down  their  concentration  gradient  and  their 
electrical force.  In addition,  ions move by active transport through  integral membrane transporters 
and  pump  proteins  that  actively  carry  ions  against  their  concentration  gradient  under  the  use  of 






the high Na+ concentration outside  the cell and  the excess of negatively charged  ions and proteins 
inside  the  cell  (Figure  6)  [228,  388]. Hence,  the  ion  gradient  of  a  cell membrane  consists  of  two 
components  that determine  the movement of  ions across the membrane, an electrical component 
causing a  charge difference and a  chemical  component  causing a  concentration difference of  ions 
across the membrane and together this is called the electrochemical gradient [228, 394]. This gradient 



















































of  the membrane  relative  to  the  potential  at  the  outer  side  of  the membrane  in  a  steady‐state 
condition for a  long period of time [3] and typically ranges between – 40 to – 80 mV  inside the cell 
membrane of mammalian cells [48, 228, 388]. Thereby, the Goldman‐Hodgkin‐Katz equation describes 
ܧ௄శ ൌ 	 െ 	58	ܸ݉		݈݋݃ଵ଴		ሾ௄
శሿ೚
ሾ௄శሿ೔ 	ܧ௄శ ൌ െ 58 ܸ݉ 	݈݋݃ଵ଴ 	
ଷ ௠ெ
ହ଴௠ெ ൌ െ 71 ܸ݉		 															equation 4 
ܧே௔శ ൌ 	 െ 	58	ܸ݉		݈݋݃ଵ଴		ሾே௔
శሿ೚
ሾே௔శሿ೔ 	ܧே௔శ ൌ െ 58 ܸ݉ 	݈݋݃ଵ଴ 	
ଵସ଴௠ெ
ଵ଴௠ெ ൌ ൅ 66	ܸ݉														equation 5 
ܧ஺ ൌ 	ೃ	೅೥	ಷ		݈݊		ሾ஺ሿ೚ሾ஺ሿ೔ 	,	 	 	 equation 1 
ܧ஺ ൌ 	 െ 2.3	ೃ	೅೥	ಷ				݈݋݃ଵ଴ 	ሾ஺ሿ೚ሾ஺ሿ೔ 	,	 	 	 		equation 2 





















the  electrochemical  gradient  of  the  semipermeable  membrane  and  on  the  fact  that  the 
transmembrane potential  changes upon activation of  ion  channels,  the development of  the patch 
























microelectrode with a small opening  is pressed against a cell that  is floating  in a physiological bath 
solution where a second electrode, a bath electrode, is placed as a reference ground electrode [221]. 




terms of high resistance  [221]. The high resistance of  this seal creates a resistance of  the order of 
















of  the cell  is perfused,  thus,  the  ionic composition of  the pipette  solution corresponds  that of  the 
cytoplasmic  ionic  composition  when  measuring  in  the  whole‐cell  configuration  [221].  The  main 
difference of the whole‐cell mode to cell attached mode is that electrical currents are recorded from 
the  entire  cell membrane  in  the whole‐cell mode  instead  of  from  the membrane  patch  [221].  A 











highly  resolved  information  in  real  time about  ion  channel  function and  regulation  through direct 







and  enabling  the  generation  of  high‐quality  data  with  efficient  high  throughput  capabilities  by 
automation and parallelization to facilitate the drug screening of ion channels active compounds [98, 
313]. Such automated patch clamp platforms become increasingly used within areas of drug discovery 
as well as academic  research and are pivotal  for  safety assessment,  secondary  screening and  lead 
optimization  [94, 96]. Many platforms have been  launched and are commercially available such as 
NPC‐16 Patchliner® and SyncroPatch® 96 (Nanion Technologies GmbH, Munich, Germany), CytoPatch™ 








used, manually manipulated, glass micropipette  for patch clamp  recordings.  In  total,  three NPC‐16 
chips can be mounted on the chip  loading area at a time so that up to 48 experiments can be pre‐
programmed and executed in a row [95]. Each of the recording chambers is a three‐part structure in 
























electrophysiological  recordings and  solution exchange  [95]. Following  the  set‐up of  this  sequential 
protocol,  the  chip  was  first  filled  with  35  μl  internal  solution  which  was  added  to  the  lower 
compartment of the chip underneath the aperture (Figure 9). Then, 40 μl external solution was added 
to the upper compartment above the aperture (Figure 9). Subsequently, an external and an internal 
coated  silver  chloride  electrode  were  applied  to  both  compartments,  whereas  the  internal 
microelectrode  corresponded  the  recording microelectrode  and  the  external microelectrode  the 
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(Figure  8)  [3,  221].  Cells  suspended  in  external  solution were  applied  to  the  upper microchannel 
structure whereby  one  single  cell was  captured  at  the microsized  aperture  in  the  center  of  the 





























the whole‐cell configuration. For  this purpose,  the membrane patch underneath  the aperture was 
ruptured by application of a short negative impulse so that current pattern of the entire cell membrane 




application method  [1].  This method  comprises  a  stacked  application  approach, wherein  external 




































current  flowed  into  the electrode and not back  into  the OPA due  to  its high  input  resistance. This 
negative feedback circuit operated visually  instantaneously and allowed to measure and record the 
required current  to be applied  to  the cell  to keep Vm equal  to Vc [232].  In  this means,  the current 
generated by  ion  channels  that open  and  close over  time  in  response  to  changes  in Vm  could be 
measured  and  recorded  [232].  In  contrast  to  the  voltage‐clamp mode,  the  current‐clamp mode 





















dissolved  in  external  solution  whereas  the  volume  of  external  solution  was  adjusted  to  the 













The Patchliner  is a  flexible  research platform  since  the user  can  interrupt and directly  control  the 
experiments at any time and protocols can be changed or extended on‐the‐fly, according to the user’s 
judgment [95, 313]. Therefore, the Patchliner is preferable for academic purpose over other robotic 

















maintained  gigaseal  over  a  5  point measurement  by  addition  of  seal  enhancer was  determined. 
Moreover,  the number of  cells achieving gigaseal  formation and with a  stable  seal over a 5 point 
measurement was determined by using cells from passages 13 to 33 and was delimited to a specific 
cell  range where  gigaseals were observed  to  be  stable  (fourth modification)  (Table  11). All  in  all, 
percentage seal success rate composed of gigaseal formation, stable seal rate and rate of run down 
over a five point measurement was determined for original setting (Table 11) and after step by step 







                      equation 7 
stable seal [%] = (cell number of gigaseal of 5th step/ cell number of gigaseal formation rate of 1st 
step)*100                    equation 8 
run down [%] = 100 ‐ (cell number of gigaseal of 5th step/ cell number of gigaseal of 1st step)*100            
                      equation 9 
 
For determination if a stable seal was achieved or not, three threshold parameters comprising the seal 
resistance, membrane capacitance and  series  resistance were defined  [232]. By  this means,  stable 









entered  the  whole‐cell  configuration  and  membrane  fragments  and  intracellular  cell  material 





100 MΩ as  threshold  to discriminate stable  from unstable seals  [232]. All of  these cell parameters 











Prior  to  investigation  of  hα‐nAChR  function,  it was  essential  to  ensure  that  receptors were  in  a 
























































of  the  membrane  was  determined.  Moreover,  the  reversal  potential  was  determined  by  the 
intersection of the linear regression of the current‐voltage relation of CHO‐K1 and GH4C1 cells with the 
abscissa  (voltage  = 0 V).  The  area under  the  curve  (AUC) of AUC  current‐voltage  and AUC  linear  regression was 
determined and ΔAUC was determined by the following equation: 
 
ΔAUC = (AUC current voltage relation – AUC linear regression)        equation 10 
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are  permeant  to  VGIC  [221].  In  voltage‐step  protocols,  depolarizing  voltage‐steps  of  a  constant 
duration  of  200 ms  from  holding  potentials  of  ‐ 60 mV  to  +  60 mV  and  ‐ 100 mV  to  +  80 mV, 
respectively, increasing by 20 mV increments were recorded whereas a holding potential of ‐ 70 mV 
was applied prior to and after the voltage‐step protocol. After each test pulse the voltage was returned 





agonist  (nicotine or acetylcholine)  in  the absence and presence of 10 µM of  the positive allosteric 
modulator PNU‐120596. Solutions applied to a cell were exposed for 233 ms using a flow rate of 171 






















in  increasing concentrations (50, 100, 250 µM) to verify  if endogenously expressed  ligand gated  ion 












pronounced  current  amplitudes were determined  from dose‐response‐relations.  Furthermore,  the 
decay rate of the current response at the most pronounced current response was determined by τ 
defined  as  the  time  constant of  decay.  Physically,  the  time  constant  represents  the  elapsed  time 
required for current amplitude to decay in value to 1/e = 36.8 % and used as a parameter of choice for 
the evaluation of current decay rate [232]. 































Then,  cells  were  exposed  to  1  mM  nicotine  to  induce  complete  desensitization  of  receptors. 
Subsequent  exposure  of  cells  to  1  mM  nicotine  followed  by  increasing  concentrations  of  test 
compounds (1nM – 10 mM) was carried out while the cells were continuously maintained at 1 mM 
nicotine  during  test  compound  application  to  ensure  complete  desensitization  and  thus  to  avoid 
spontaneous conformational  transition of  the  receptor  into  the active or  closed, activatable  state. 
Current amplitudes were determined and normalized  relative  to  control  concentration of 100 µM 
nicotine set  to 1. Means ± SD of normalized current amplitudes was plotted versus  the  respective 
compound concentration. Dose‐response curves were analyzed by non‐linear regression analysis. EC50 
values,  slope  coefficients  (nH), maximum  current  amplitude  (Imax)  relative  to nicotine  set  to 1  and 
concentrations inducing most pronounced current amplitudes were determined from dose‐response 
relations. Since an exponential decay of current response was required for calculation of τ and was not 
feasible  with  current  traces  of  these  experiments  investigating  recovery  of  receptors  from 
desensitization, an alternative for determining the duration of current response and thus the decay 
rate of the current response was used. In this context, current amplitudes of current responses were 
determined at different  time points  following exposure  (10 ms, 50 ms, 100 ms) and  compared  to 












100  µM  nicotine was  compared  to  initial  application  of  100  µM  nicotine  to  test  full  recovery  of 
receptors over time which was critical after high agonist concentrations due to increased probability 
of desensitization. Thereby, a deviation of current amplitude by  less  than 15 % was considered as 
complete  receptor activity. Generated current  response amplitudes were subtracted  from baseline 
induced by external solution. All current signals were recorded at 50 kHz and were filtered at 5 kHz 

































For  recording  transmembrane  potentials  of  GH4C1  and  CHO‐K1  cells,  whole‐cell  current‐clamp 
experiments were conducted (see section 2.4.6). By setting the constant current level applied to the 
cell to zero (I = 0 A), a net  ion flux through the cell membrane was avoided so that the membrane 






Figure  11  A‐B:  Currents  of  whole‐cell  current‐clamp  recordings  for  the  assessment  of  resting 
membrane potentials  (RMP) of CHO‐K1  (A) and GH4C1  (B) cells. Means ± SD  (n = 13) of RMP was 





The voltage‐activated  conductance was  investigated  in GH4C1 and CHO‐K1  cells by a voltage‐clamp 
ramp protocol measured  in  the whole‐cell voltage‐clamp mode  to determine  the relation between 
membrane voltage and current in the cell lines GH4C1 and CHO‐K1 (see section 2.4.8). Currents of cells 
at different voltages were measured by applying two different ramp protocols which are illustrated in 






















was determined  (Figure 12 C‐F; Table 13). Comparing nH of  linear  regression  lines of  the  current‐






voltage  relation with  the  abscissa  in 200 ms  and 2 s  voltage‐ramp protocols  and  represented  the 



















relation  compared  to  those  calculated  by  linear‐regression  analysis.  The  voltage  range  in  which 







step as depicted  in Figure 13 C, E and G. Positive  currents were detected  in both  cell  lines which 










































configuration  parameter  pulse protocol  cell line 
      CHO‐K1  GH4C1 





























































section  2.4.9).  During  recording,  three  different  nAChR  agonists  comprising  acetylcholine, 
carbamoylcholine and nicotine were exposed to the cell in increasing concentration (50, 100, 250 µM) 
to test for endogenous expression of nAChR (Table 5). Maximum current amplitudes were determined 
from  recordings  and  plotted  against  concentrations.  As  shown  in  Figure  14  A‐C,  control  currents 
recorded during application of external solution  to  the cells were comparable  in size with currents 
upon agonist application in the lower picoampere range.  
 
Figure  14 A‐D:  Concentration‐response  relation  of GH4C1 and  CHO‐K1  using  continuous  voltage‐
clamp protocols upon activation with acetylcholine  (A), carbamoylcholine  (B) and nicotine  in  the 
absence  (C)  and  presence  of  the  positive  allosteric modulator  PNU‐120596  (D).  Currents  were 
recorded at a constant holding potential of ‐ 70 mV with an at least 3 min interval between each drug 















and  concentration  of  cell  solution was  pipetted  onto  each  upper  compartment  of  the  recording 
chamber of the chip and by application of gentle under‐pressure, a random cell was positioned and 
captured on  the aperture.  In general,  the overall procedure of establishing a seal  is common to all 






The  first  step  of modification  served  to  increase  the  cell  capture  rate  on  the  aperture  for  the 
establishment of a gigaseal. Thereby, suction strength or under‐pressure to capture a cell was adjusted 








seal  enhancing  solution  containing  a  high  Ca2+  concentration  which  was  added  to  the  upper 
compartment of  the  recording  chamber after establishment of  the whole‐cell configuration of  the 
captured cell but prior to recording (see section 2.4.7). After the patched cell was stabilized for 30 s 































































+ seal enhancer  45  60  40 
+ cell passages (13‐25)  65  63  37 




























Table 15: Relation of  flow  rate of  test compound application  (40 µl of 100 µM nicotine)  to current 
response. Means ± SD (n = 5) of current amplitudes were determined by hα7‐nAChR activation with 100 






















current  amplitude was  compared  to  the  current  amplitude  induced  by  100  µM  nicotine  initially 
applied. Current responses determined by current amplitudes did not occur after 1 to 3 min of 100 µM 
nicotine application indicating that receptors were not able to recover after 3 min (Figure 17 A‐B; Table 































    1  2  3 
number of 
washing steps 
0  22.9 ± 12.3 %  29.2 ± 10.7 %  22.9 ± 3.6 % 
1  40.5 ± 29.2 %  54.7 ± 20.9 %  72.9 ± 21.8 % 






PNU‐120596,  voltage‐clamp  patch  clamp  experiments  using  continuous  recording  at  a  constant 
holding  potential  set  to  –  70 mV were  performed  (see  section  2.4.9)  [148].  Thereby,  compound 
application was  carried  out  by  using  the  stacked  solution method  and  a  flow  rate  of  171 µl/s  of 
















From  ascending  dose‐response  curves,  EC50  values  were  determined  as  a  measure  of  the  half‐
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maximum  efficacy  and  IC50  values  as  a measure  of  the  inhibitory  potency  were  obtained  from 
descending  dose‐response  curves  (Figure  19  I‐J,  Table  17).  Determination  of  maximum  current 














±  0.06  fold)  compared  to  nicotine  and  carbamoylcholine  although  revealing  a  higher  Imax  than 
acetylcholine (Figure 19 I‐J; Table 17). When constant agonist concentration (EC100 (nicotine) = 100 µM, 





within  a  few milliseconds  in  the  absence  of modulator  (Figure  18;  Figure  19  E‐H;  Table  17).  For 






when  co‐applied  with  nicotine,  acetylcholine  and  epibatidine;  ≤  100  µM  when  co‐applied  with 
carbamoylcholine) followed by a descending section of the curve at higher PNU‐120596 concentrations 
(> 10 µM when co‐applied with nicotine, acetylcholine and epibatidine, > 100 µM when co‐applied 







Figure  18:  Time  rate  of  decay  (τ)  of  agonist‐induced  and  PNU‐120596  modulated  hα7‐nAChR 
activation  in  stably  transfected  CHO/RIC‐3/hα7‐nAChR  cells.  Time  constants  of  decay  were 






EC50  values  determined  for  the  ascending  section  of  dose  response  curves were  similar  in  dose‐
response curves of PNU‐120596 in the presence of nicotine, acetylcholine and epibatidine in the lower 
micromolar  range  (Table  17)  while  PNU‐120596  dose  response  curves  in  the  presence  of 
carbamoylcholine was markedly shifted to the right showing a higher EC50 value and indicating a lower 
efficacy (Figure 19 L; Table 17). In case of co‐application of PNU‐120596 with nicotine, acetylcholine 
and  epibatidine,  the  descending  section  of  the  dose‐response  curve  revealed  a  similar  inhibitory 
98    3 Results 
 





Figure  19  A‐L:  Concentration‐response  relations  of  hα7‐nAChR  activation,  desensitization  and 
positive  allosteric modulation  in  stably  transfected  CHO/RIC‐3/hα7‐nAChR  cells.  Representative 












half‐maximum  efficacy  (EC50),  inhibitory potency  (IC50) and  time  constants of  decay  (τ) of  agonist‐
induced  hα7‐nAChR  activation  and  potentiation  by  PNU‐120596  in  the  presence  of  agonist. 
Concentrations of compounds were applied as indicated. 
compound  current amplitude 
[fold]  EC50 [µM]  IC50 [µM]  τ [ms] 
nicotine  1.00 ± 0.14 a  31.33 ± 5.17  472.4 ± 18.61  35.5 ± 6.1 a 
acetylcholine  0.51 ± 0.06 a  43.75 ± 4.33  282.4 ± 20.42  29.4 ± 7.3 a 
carbamoylcholine  0.92 ± 0.10 b  85.41 ± 14.72  453.44 ± 7.81  18.2 ± 5.4 b 
epibatidine  0.79 ± 0.06 c  3.13 ± 0.27  35.5 ± 0.32  15.3 ± 9.1 c 
PNU‐120596  
(+ 100 µM nicotine)  5.39 ± 0.78 
d  3.1 ± 0.15  64.1 ± 8.35  1037 ± 141.2 d 
PNU‐120596  
(+ 100 µM ACh)  4.37 ± 0.45 




4.18 ± 0.43 a  57.76 ± 2.76  734.46 ± 53.26  974.3 ± 46.0 a 
PNU‐120596  
(+ 5 µM epibatidine)  1.97 ± 0.36 





























in  the  presence  of  agonists  compared  to  control  (Figure  20  C‐G).  In  addition  to  agonist‐induced 
currents, current‐voltage relations of positively modulated currents which were generated by 100 µM 
agonist, nicotine and acetylcholine, co‐applied with the PAM PNU‐120596, were established (Figure 
20  D‐G).  As  depicted  in  Figure  20  E  and  G,  modulated  current‐voltage  relations  were  directly 
proportional to agonist‐induced current‐voltage relations whereas current amplitudes and duration of 















































continuous  recording  at  a  holding  potential  at  –  70  mV  for  the  determination  of  basic 
electrophysiological  characteristics.  Elucidation  of  voltage‐gated  conductance  of  voltage‐gated 
conductance by determination of maximum current amplitude in the negative and positive direction  
(‐   Imax / +  Imax),  reversal potential and half‐maximum  inhibitory potency  (IC50) of methyllycaconitine 
(MLA) of nicotine‐induced and PNU‐120596 potentiated current responses.  





























































consecutive  reduction  in  current  signal  at  higher MB327  concentration with  the  highest  applied 
concentration revealing extinction of current signal (Figure 25 A and G). Considering representative 
current traces of 30 µM MB327 co‐applied to nicotine‐induced currents yielded that potentiation of 
current  responses  represented  an  approx. 3.5 fold  increase  in  current  amplitude  and pronounced 
elongation of nicotine‐induced current responses (Figure 22 G; Table 19). Duration of response at 30 
µM MB327  evoking most  pronounced  potentiation was  quantified  by  determination  of  the  time 








in  total  five  of  the  tested  PTM  compounds  (PTM0001,  PTM0002,  PTM0008,  PTM0009,  PTM0010) 
potentiated maximum  current  responses  (Imax)  induced by 100 µM nicotine.   These dose‐response 
relations followed a comparable biphasic course of concentration‐response relation as observed with 
MB327  although  less  pronounced  than MB327  (Figure  22  A‐H). Most  significant  enhancement  in 








Figure  22  A‐H:  Concentration‐response  relations  of  nicotine‐induced  hα7‐nAChR  activation 
potentiated  by  PNU‐120596, MB327,  PTM0001,  PTM0002, PTM0008,  PTM0009  and PTM0010  in 
stably  transfected  CHO/RIC‐3/hα7‐nAChR  cells.  A‐F.  Chemical  structures  of  PTM  compounds 
potentiating nAChR activation are  shown. A‐H. Representative  current  traces of maximum  current 
amplitudes  (A‐F)  and  biphasic  dose‐response  relations  (G‐H)  of  hα7‐nAChR  responses  induced  by 
nicotine  in  the  presence  of  PNU‐120596, MB327,  PTM0001,  PTM0002,  PTM0008,  PTM0009  and 
PTM0010 of maximum current amplitudes are shown. Horizontal bars indicate exposure time (233 ms) 
of compound(s) to the cell. Currents were recorded at a constant holding potential of 




















a  functional  interaction of these  ions with hα7‐nAChR could not be excluded,  it was  investigated  if 
either of  these counterions  interacted  functionally with  the hα7‐nAChR. For  this purpose,  two  test 
compounds containing either of these counterions were tested for diverging effects on potentiation 








comparison  of  the  current  amplitudes of  identical  compounds with  either  Tfo‐ or  I‐ as  counterion, 
currents  did  not  show  significant  deviations  of  4‐tert‐butyl  BP  or  2‐tert‐butyl  BP  induced‐current 
responses confirming that a functional interaction of either Tfo‐ or I‐ could be excluded (Figure 23 A‐B). 
Examination of  structure‐activity  relations of  further PTM  compounds  carrying  an  isopropyl‐group 
(PTM0003,  PTM0013,  PTM0014),  a  dimethylamino‐group  (PTM0007), methyl‐groups  (PTM0004  – 
PTM0006) or an additional group at 3‐position to the 4‐tert‐butyl group (PTM0015 – PTM0022) were 
found  to  antagonize  activation  of  hα7‐nAChR  by  100  µM  nicotine  in  a  concentration‐dependent 
manner (Figure 25 A‐D; Table 20). Inhibitory potency (IC50) by these test compounds did not strictly 
correlate with  its  substitution pattern.  In  this  context,  a weak  inhibitory potency was  induced by 




PTM  compound  carrying a dimethylamino‐group  (PTM0007),  two distinct  clusters with  similar  IC50 
values were detected. Thereby, PTM compounds belonging to the same cluster were not linked to a 



























code  R1  R2  R3  compound   Imax [fold]  τ [ms] 
MB327   ‐  ‐  C(CH3)3  4‐tert‐butyl BP  3.48 ± 0.44a  319 ± 33a 
PTM0001   ‐  C(CH3)3  ‐  3‐tert‐butyl BP  2.92 ± 0.38a  122 ± 2a  
PTM0002   C(CH3)3  ‐  ‐  2‐tert‐butyl BP  1.76 ± 0.40b  56 ± 6b 
PTM0008   ‐  ‐  OCH3  4‐methoxy BP  2.56 ± 0.65c  101 ± 36c 
PTM0009   ‐  OCH3  ‐  3‐methoxy BP  2.97 ± 0.34c  117 ± 27c 
















code  R1  R2  R3  R4  R5  compound   IC50 [µM] 
PTM0014  ‐  CH(CH3)2  ‐  ‐  ‐  3‐isopopyl BP  312.61 ± 17.89 
PTM0003  CH(CH3)2  ‐  ‐  ‐  ‐  2‐isopopyl BP  228.93 ± 8.73 
PTM0004  CH3  ‐  ‐  ‐  CH3  2,6‐dimethyl BP  212.72 ± 1.49 
PTM0013  ‐  ‐  CH(CH3)2  ‐  ‐  4‐isopopyl BP  194.55 ± 24.93 
PTM0007    N(CH3)2        3‐dimethylamino  73.14 ± 13.52 
PTM0018  ‐  Br  C(CH3)3  ‐  ‐ 
3‐bromo‐4‐tert‐butyl 
BP  42.78 ± 7.96 
PTM0017  ‐  CH3  C(CH3)3  ‐  ‐ 
4‐tert‐butyl‐3‐
methyl‐ BP  38.56 ± 4.13 
PTM0006  CH3  ‐  CH3  ‐  CH3  2,4,6‐trimethyl BP  35.56 ± 3.96 
PTM0021  ‐  F  C(CH3)3  ‐  ‐ 
4‐tert‐butyl‐3‐fluoro‐ 
BP  21.31 ± 5.24 
PTM0005  ‐  CH3  ‐  CH3  ‐  3,5‐dimethyl BP  17.86 ± 5.80 
PTM0016  ‐  OCH3  C(CH3)3  ‐  ‐ 
4‐tert‐butyl‐3‐
methoxy‐ BP  4.14 ± 0.38 
PTM0022  ‐  Ph  C(CH3)3  ‐  ‐ 
4‐tert‐butyl‐3‐
phenyl‐ BP  3.77 ± 0.06 
PTM0019  ‐  CN  C(CH3)3  ‐  ‐ 
4‐tert‐butyl‐3‐cyano‐ 
BP  3.27 ± 0.10 
PTM0020  ‐  Cl  C(CH3)3  ‐  ‐ 
4‐tert‐butyl‐3‐
chloro‐ BP  3.15 ± 0.56 














of  test  compound  was  not  accompanied  by  spontaneous  regeneration  of  receptors  from 
desensitization (see section 2.4.10). Using the same protocol as for testing of PTM compounds, the 
effect of MB327 from which this analogues series of PTM compounds derived and PNU‐120596, chosen 




compounds  (including  PNU‐120596,  MB327  and  PTM  compounds),  current  amplitudes  were 
normalized to the initially applied current amplitude induced by 100 µM nicotine set to 1, a threshold 
used as a benchmark of complete resensitization of nicotinic receptors. As depicted  in Figure 26 A, 









desensitization  (see  section  3.7;  Figure  22  A‐H).  With  respect  to  recovery  of  receptors  from 




(Figure  26  A‐D;  Table  21). Minor  restoration  of  receptor  function was  found with  PTM0009  and 
PTM0010 (Figure 26 A‐D; Table 21).  
Concerning  dose‐response  curves  of  prescribed  potentiating  compound  MB327  (compare 
Figure 22 A and  G),  a markedly  superior  effect was  recorded with MB327  compared  to  the  PTM 
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Figure  26  A‐D:  Concentration‐response  relations  of  recovery  of  nicotine‐induced  hα7‐nAChR 
desensitization  by  PNU‐120596,  MB327  and  PTM  compounds  (PTM0001,  PTM0002,  PTM0003, 
PTM0008,  PTM0009,  PTM0010,  PTM0013  and  PTM0014)  in  stably  transfected  CHO/RIC‐3/hα7‐








indicate exposure  time  (233 ms) of compound(s)  to  the cell. Currents were recorded at a constant 
holding potential of  ‐ 70 mV with an at  least 3 min  interval between each drug exposure. Current 
amplitudes were normalized relative to EC100 of nicotine set to 1 (dotted line). Means ± SD (n = 8‐10) 
of normalized current amplitude was plotted and fitted using non‐linear regression analysis. 
Slopes determined by  the coefficients  (nH)  from dose  response curve  revealed a steep nH by PNU‐
120596 mediated  nAChR  recovery  (Table  21).  PTM  compounds  displayed  relatively  shallow  nH  in 
contrast to MB327, which displayed a steep nH although less pronounced than PNU‐120596 (Table 21). 





















120596  were  still  clearly  present,  whereas  small  currents  remained  with MB327,  PTM0001  and 
PTM0008  (Figure 27 C; Table 21).  In  conclusion,  the  size of current amplitude of PTM  compounds 
recovering desensitized receptors revealed a direct correlation with the duration of prolonged whole 
cell currents of recovered nAChR (Figure 27 A‐C; Table 21). All in all, when comparing PTM compounds 







nAChR  desensitization  by  PNU‐120596,  MB327  and  by  PTM  compounds  (PTM0001,  PTM0002, 
PTM0008, PTM0009, PTM0010) in the presence of 1 mM of nicotine recorded after 10, 50 and 100 
ms of exposure. Currents were recorded at a constant holding potential of – 70 mV with an at least 3 
min  interval  between  each  drug  exposure. Means  ±  SD  (n  =  8‐10)  of  current  responses  of  test 
compounds were normalized  relative  to EC100 of nicotine  set  to 1  and were  compared  to  current 
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code  EC50 [mM]  Imax [fold]  nH 
current amplitudes 
10 ms  50 ms  100 ms 












































































In  the present study, a patch clamp screening method was established  to  investigate  the ability of 
bispyridinium non‐oximes to prevent and to recover human acetylcholine receptors of the subtype α7 














reversal  potentials  and  ions  permeant  to  voltage‐gated  ion  channels  as  well  as  ligand‐gated 
endogenous membrane sources in wildtype CHO‐K1 and GH4C1 cell line were determined (see section 
3.1; 3.2; 3.3). Subsequently,  the  influence of modified cellular parameters and settings  to obtain a 
higher seal success rate of patch clamp recordings of CHO‐K1 cell  line stably  transfected with hα7‐





between each  test compound application were adjusted  to ensure  full  recovery of  receptors  from 
desensitization prior the next test compound application (see section 3.4). Prior to screening of the 
effect  test  compounds  on  hα7‐nAChR  function,  typical  electrophysiological  properties  including 
conformational transition states and ion permeability of hα7‐nAChR in CHO‐K1 cells were elucidated 
by establishing dose‐response curves and current‐voltage relations, respectively, induced by different 
classical  agonists  and  by  modulation  with  the  positively  allosteric  modulator  PNU‐120596. 







































Moreover, Na+  influx was  significantly higher when  a Ca2+‐free buffer was used  compared  to Ca2+ 
containing  buffer  postulating  that  Ca2+  acted  as  an  inhibitor  of  Na+  channels  [340].  They  further 


























4.2  Assessment of voltage‐gated and  ligand‐gated  ion  channels of GH4C1 
and CHO‐K1 cells 
Prior to the electrophysiological screening of PTM compounds on the effect of hα7‐nAChR activity and 






commonly  used  for  the  study  of  the  physiology  of  pituitary  function  with  regard  to  hormone 
production because these cells originate from somatotrophic cells which produce and secrete growth 
hormones (GH) [240]. Some of the clonal strains of somatotropes also secret prolactin by the regulated 
secretory pathway  [20, 103], wherein GH4C1 cells produce GH at a  lower  level but higher  levels of 
prolactin than their primary clones from which the GH4C1 cell line was derived [326–328].  
The CHO cell  line was developed  in 1957 by Theodore T.Puck, who  isolated them from the Chinese 
hamster  ovary  (CHO)  (Cricetulus  griseus)  [106,  258].  Besides  the  original  CHO  cell  line  which  is 
characterized by  their deficiency of proline synthesis and  lack of epidermal growth  factor  receptor 
(EGFR), several subclones most prominent CHO‐K1 cell  line derived  from  the parental strains  [184, 
393]. Today, this line of epithelial‐like cells and subclones are commonly used as an expression system 
for the production of recombinant proteins frequently applied in biomedical research [108, 151].  
Elucidation of basic  characteristics of  voltage‐dependent and  voltage‐independent  conductance of 
GH4C1 and CHO‐K1 cells served to  identify expression of endogenous membrane sources that could 















potentials.  After  application  of  voltage  ramp  or  voltage‐steps,  potential  was  set  to  the  holding 
potential of ‐ 70 mV [232].  
With respect to the voltage‐ramp, this protocol is well suitable for determining activation of transient 









Table 13). Considering  the  ionic composition of  the  internal and external solution determining  the 
Nernst potential and the principle of the ionic theory, conductance by inwardly rectifying currents at 
















influx  through K+ channels but also Ca2+ and Na+ channels which were  reported  to be expressed  in 
GH4C1 cells [28, 221, 324]. K+ and Na+ VGIC are  typically open at negative voltage and may  thus be 







thus  low  conductance  in  CHO‐K1  cells while  significantly  steeper  slopes  of  linear  current‐voltage 
relations  in  GH4C1  cells  yielded  a  higher  conductance  (Table  13).  From  the  linear  current‐voltage 




Thereby,  the  reversal  potential  gives  insight  into  the  ion  species  or  composition  of  ion  species 






voltage  ramp  (200 ms  or  2  s) may  be  due  to  an  alternate  pattern  of  permanent  activation  and 
inactivation of VGIC upon voltage changes shifting the reversal potential to an alternate value [221]. 
However, further elucidation for example by specifically blocking distinct ion specific VGIC would be 
needed  to unravel  these  different  interactions but  go beyond  the  scope of  this  study  [221,  232]. 
Nevertheless, due to the fact that the reversal potential of linear current‐voltage relations of CHO‐K1 
and GH4C1 cells was between the Nernst potential of K+ (EK+ = ‐ 71 mv) and Na+ (ENa+ = + 66 mV) indicated 




























that  fast  activating VGIC detected by  200 ms  voltage‐ramp protocols had  a higher  impact on  cell 
conductance. This  is  in  line with  the higher  conductance of GH4C1 cells observed  in  this  study and 





















was not observed by  investigation of VGIC  in CHO‐K1 cells  in this study so  that side effects of Ca2+ 


















in  voltage  ramp  as  in  voltage‐step  protocols  which  seemed  to  be  Na+  and  Ca2+  VGIC  [48,  232]. 
Consulting VGIC that are typically active at this voltage range of the voltage‐step protocol, the negative 
current  responses  could be  rather explained by a Na+  than a Ca2+  influx  into  the  cell because Na+ 
channels are typically activated between – 20 and + 20 mV which is in line with the voltage range found 




Furthermore, with  regard  to  the  potential  at which  the  current  direction  of  the  negative  current 
reversed  found  at  +  38.5 mV,  it was  close  to  the  Nernst  potential  of  Na+  (ENa+  =  +  66 mV)  and 


















noise of  this  cell  line was  favored  for electrophysiological  investigations of hα7‐nAChR  function as 
current  signal  would  not  interfere  by  such  endogenously  expressed  VGIC  that  may  be  active 
simultaneously to hα7‐nAChR at the holding potential of – 70 mV [106, 151]. 
Not  only  voltage‐gated  conductance  that  may  disrupt  investigations  of  hα7‐nAChR  activity  was 
essential to evaluate but also ligand‐gated conductance, in particular of endogenously expressed ion 
channels  of  the  same  source  as  the  channel  under  study.  In  this  context,  voltage‐independent 
activation of LGIC was studied by using continuous voltage‐clamp recordings at a holding potential at 
– 70 mV  instead of variation  in voltage  charges  (see  section 2.4.9). Cells were exposed  to various 
classical  nAChR  agonists  including  acetylcholine  (ACh),  nicotine  and  carbamoylcholine  to  activate 
nAChR of various subtypes. As depicted in Figure 14 A‐C, no significant currents of LGIC, most likely 











membrane  and  thus  it  was  conceivable  that  GH4C1  cells  endogenously  express  α7‐nAChR  [373]. 
Nevertheless, a study by Williams and colleagues [373] showed that α7‐nAChR expression levels were 







[185,  352],  but  an  impact  of  these  channels  in  patch  clamp  recordings  investigating  hα7‐nAChR 
function was considered to be negligible as they were not sensitive to nAChR ligands (Figure 14 A‐D). 






Nevertheless,  with  regard  of  conductance  including  voltage‐dependent  and  voltage‐independent 
ones, GH4C1 cells showed disadvantageous electrophysiological properties when considered as a host 











As  obtained  from  the  section  4.2  assessing  the  voltage‐dependent  and  voltage‐independent 
conductance of GH4C1 and CHO‐K1 cells, CHO‐K1 cells denoted as CHO‐K1/RIC‐3/hα7‐nAChR cells were 
selected as a host system for stable transfection of hα7‐nAChR cotransfected with the chaperone RIC‐




was established and  served as a  seal enhancer, and  finally  the cell passages used  for patch clamp 




















was  strong  enough  to  efficiently  capture  the  cell with  high  stability,  but  not  too  strong  to  avoid 
mechanical damage of the membrane [221]. The minimal suction strength that can be applied to a cell 
is dependent of the cell type, opening diameter of the aperture and the composition of the internal 




[221]. Moreover, cells  that were damaged due  to  too high suction strength often showed reduced 
sealing resistance or atypical electric behavior [232]. On the other hand, suction pressure below 150 















































slow  exposure of  agonist  to  the CHO/RIC‐3/hα7‐nAChR  cells,  some of  the  receptors have  already 
transitioned  from the agonist‐induced open  into the non‐conductible desensitized state before the 

















of  such  indicated  the  rapid  kinetics  of  the  conformational  transition  states  of  activation  and 
inactivation proceeding only within a  few milliseconds  [148, 377]. Hence,  it was  reasonable  that a 
rather  fast  flow  rate was needed  to have a high probability of simultaneously open hα7‐nAChR  to 
detect a current signal due to the fast kinetics of conformational changes of hα7‐nAChR [148, 377].  
In contrast to the fast transition from the closed to the open state and vice versa, transition from non‐







































4.4  Conformational  transitions  and  positive  allosteric  modulation  of 
human α7‐nAChR 
Dose‐response relations of hα7‐nAChR activation, desensitization and modulation were investigated 
in  CHO/RIC‐3/hα7‐nAChR  cells  in  order  to  verify  activation  and  modulation  profiles  as  well  as 
desensitization kinetics that were characteristic for the α7‐subtype [148]. First of all, dose‐response 
profiles  of  classical  nAChR  agonists  including  the  endogenous  neurotransmitter  ACh,  nicotine, 
carbamoylcholine and epibatidine were determined to validate differences of agonist  induced hα7‐












deactivated  state within  a  few milliseconds  [148,  152,  395].  The  rapid decay of nAChR  activation 
leading to deactivation of receptors was rather due to transition into a non‐conductible state denoted 
as fast onset desensitization than a conductible deactivated state which was in concordance by other 




a decline at higher concentrations  (Figure 19 A‐D,  I‐J)  [148, 152, 155, 395]. While ascending dose‐
response curves of ACh, nicotine and carbamoylcholine showed comparable EC50 values as depicted in 
Table 17, the EC50 value of epibatidine was significantly reduced which is in line with studies in which 
epibatidine  was  described  as  an  extremely  potent  agonist  of  neuronal  nAChR  compared  to 
carbamoylcholine or nicotine presumably due to its higher binding affinity towards nAChR [109, 229, 







Imax,  current  amplitudes  declined  concentration‐dependently  (Figure  19  A‐D,  I‐J;  Table  17).  As 
aforementioned, this  implied that at high agonist concentrations the continuous decrease of signal 
underlies an  increasing probability of  the  receptor  to  transition  into a non‐conducting,  slow onset 
desensitized  state  [148].  Hereby,  determination  of  IC50  revealed  a  high  inhibitory  potency  by 
epibatidine  compared  to  other  agonists  (Table  17).  Thereby,  aforementioned  particular  binding 
affinities of epibatidine leading to differences in kinetics of epibatidine‐induced responses compared 




























in  current  amplitude  while  type  II  modulators  additionally  elongate  opening  time  of  receptors 







(Figure  19  E‐H,  K‐L;  Table  17),  increase  in  current  amplitude  recorded  with  nicotine,  ACh  and 
carbamoylcholine  in  the  presence  of  PNU‐120596  was  significantly more  pronounced  than  with 





and  in binding affinities by various agonists as  reported  for epibatidine may  favor or alleviate  the 
conformational  change  by  an  allosteric mechanism  of  action  by  PNU‐120596 which may  explain 
alternate amplitude and duration of  current  response modulated by PNU‐120596  [109, 153, 395]. 
Moreover, a markedly weaker half maximum efficacy (EC50) of current response by carbamoylcholine 
modulated  by  PNU‐120596  in  comparison  to  EC50  of modulated  current  responses  by  the  other 







site  (Table  17)  [37,  312].  The mechanism  of  the  additional  inhibitory  action  by  high  PNU‐120596 











that  upon  stable  transfection,  electrophysiological  endogenous  membrane  properties  of  VGIC 
conductance  remained  unchanged  and,  in  addition,  to  verify hα7‐specific  properties  including  ion 
species  permeant  to  hα7‐nAChR  by  current‐voltage  relations  (see  section  3.6).  Current  responses 
measured at different voltages between ‐ 100 and + 80 mV at 20 mV intervals without stimulation, i.e. 
application of external solution to the cells, showed small increasing currents between ‐ 100 and + 200 



















amplitude  and  elongation  of  response  [33,  62,  148,  149].  This  potentiation was,  as  detected  by 














range  of  0  and  +  40 mV  that  was  close  to  the  Nernst  potential  of  Na+  at  +  66 mV  [232].  The 














than  from  expression  of  further  nAChR  subtypes  and  LGIC  functionally  interacting with  nicotine, 
nicotine‐induced  and  PNU‐120596‐modulated  currents were  inhibited  by  the  α7‐selective  nAChR 












the  nicotine‐induced  current  response  could  be  excluded.  In  conclusion,  the  low  background  of 



























pesticides,  which  derives  from  accumulation  of  ACh  in  the  synaptic  cleft  of  the  neuronal  and 
neuromuscular  system due  to  irreversible AChE  inhibition  (see  section 1.4)  [11, 142].  If untreated, 
nAChR  desensitization  leads  to  disturbance  of multiples  body  functions  and  poses  a  severe  life 
endangering  event by  central  and peripheral  respiratory depression  [76, 142, 389]. Consequently, 
prevention and recovery of desensitized nAChR in respiratory muscles and in the synaptic cleft of the 
nervous  system  after OP  poisoning may  preserve  the  life‐threatening  collapse  of  the  central  and 




to  their  low  intrinsic activity compared  to agonists and  thus  type  II PAM may be useful  to  reduce 
toxicity  and  other  off‐target  effects  [33,  61,  62,  141,  149].  In  particular,  the  cholinergic  tone  by 
neuronal and neuromuscular neurotransmission  can be  regulated by PAM  in  the presence of ACh 
accumulation  in  the  synaptic  cleft  [33,  149].  Research  concerning  the  identification  of  those 
compounds postulated that the bispyridinium (BP) non‐oxime compound MB327, a 4‐tert‐butyl‐BP, 
may act as a PAM at nAChR deriving from Torpedo californica and proved to recover neuromuscular 









their  structural  requirements  capable  to  treat nAChR desensitization after OP poisoning  (Figure 4; 
Table 6). These results are valuable basics for the development of potent PAM of hα7‐nAChR as they 




concentration‐dependently,  the  effect  of  PTM  compounds  could  be  investigated  at  different 
conformational states of the receptor (see section 3.7; 3.8). Therefore, the commonly used hydrolysis‐
stable agonist nicotine was  selected  for activation and desensitization of  receptors  instead of ACh 
because  ACh  would  undergo  a  non‐enzymatic  hydrolysis  to  acetate  and  choline  during  the 









and  on  fast  onset  of  desensitization  of  hα7‐nAChR  given  that  PTM  compounds  were  present 










Analysis  of  structure‐activity  relations  of  PTM  compounds  on  nAChR  activity  obtained  by  nAChR 
activation with 100 µM nicotine co‐applied with PTM compounds showed that compounds bearing a 
tert‐butyl‐  (MB327, PTM0001, PTM0002) or methoxy‐group  (PTM0008, PTM0009, PTM0010) were 














induced by MB327  as well  as PTM  compounds, MB327  and PTM  compounds  resembled  a  similar 
pattern  of  potentiation  although  significantly  less  pronounced  than  PNU‐120596  which  is 
augmentation of  current amplitude of nAChR activation and a prolonged activation of hα7‐nAChR 
(compare Figure 22 E, K; Table 17). Under  the assumption  that  the observed similarities  in current 
response profiles were associated with a common mechanism, the underlying mode of action by the 
PAM PNU‐120596 may be extrapolated to MB327 and PTM compounds  [33, 62]. Thus, considering 





























Weakest  inhibitory  potency  was  observed  with  PTM  compounds  bearing  an  isopropyl  group 
(PTM0003, PTM0013, PTM0014) (Figure 25 A; Table 20). With respect to the residual PTM compounds 
(PTM0007, PTM0015 – PTM0022), no distinct  relation between  substitution pattern and  inhibitory 
potency could be established (Figure 25 B‐D; Table 20). Because no clear structure‐inhibition relation 




by  a  conformational  change  upon  binding  of  PTM  compounds  could  also  be mediated  by  these 
compounds  as  this mechanism was  already  proposed  for  other  nAChR  inhibitors  and  a  series  of 
compounds based on a BP structure varying  in  length of  the polyethylene  linker between  the  two 
pyridinium  moieties  [14,  269].  These  results  were  intended  to  find  potent  positive  allosteric 
modulators able to prevent receptor desensitization and allowed first structure‐activity relations of 
PTM compounds (Figure 22 A‐H; Figure 24; Figure 25 A‐D). Thereby, two different intrinsic activities by 
five  PTM  compounds  and MB327  were  found  comprising  a  biphasic  action  by  potentiation  and 
inhibition  and  solely  inhibition  by  further  PTM  compounds  (see  section  3.7). Within  the  biphasic 




























Interestingly, all  five  compounds  that yielded a  type  I PAM property  found  in present  results  (see 




the  highest  test  compound  concentration  applied  (10  mM)  showed  the  greatest  effect.  It 
demonstrated that these compounds only partly transferred the receptors from the desensitized to 






receptors  (Figure  26  B).  PNU‐120596  fully  reversed  desensitization  when  applied  in  the  lower 








an agonistic action  (data not  shown). Another hypothesis  relates  to an unspecific binding of PNU‐
120596 after all  initial binding  sites were occupied at a critical concentration, competitive or non‐
competitive,  leading  to  decreased  receptor  activity  [269,  297,  303,  395].  Nevertheless,  further 
investigation to refine this hypothesis is needed, but goes beyond the scope of this study. Notably, the 
well‐prescribed PAM PNU‐120596 has no potential use as a therapeutic drug in OP poisoning because 
it  is  known  to  be  an  exclusive  α7‐selective  PAM  and  not  effective  at  different,  centrally  and 





and  potency  (EC50)  of  receptor  regeneration  from  desensitization  was  recorded  at  highest 








would  require more  careful  titration of  the  therapeutic dose  [269]. Hence,  a  shallow Hill  slope  is 
favored as it may indicate a broader therapeutic window [269]. For the analysis of the duration of the 















test  compounds were  able  to  re‐open  receptors  from  the desensitized  state by  a  conformational 
change of the receptor [27, 122, 149].  




























use  [230,  262,  290].  In  this  study,  functional  activities  of  these  so  called  PTM  compounds were 
identified by establishing a patch clamp screening method. Hereby, structure‐activity relations of PTM 
compounds on hα7‐nAChR activation and the ability of PTM compounds to restore desensitized hα7‐
nAChR were  examined.  In  total,  PTM  compounds  PTM0001,  PTM0002,  PTM0008,  PTM0009  and 
PTM0010 as well as MB327 showed that they prevented and recovered receptors from desensitization 
to a different degree which was  likely  to be due  to a mechanism of a  type  II PAM. Further,  these 
compounds  revealed  distinct  structure‐activity  relations,  but were  still  too  low  in  potency  to  be 
sufficient in a therapeutic dosage range for efficient prevention and recovery of desensitization. 
Based on the  findings of  the present study, the utility of positive allosteric modulation of  the hα7‐
nAChR as a novel therapeutic principle for treating acute OP poisoning was testified. Expanding and 
refinement  of  structure‐activity  relations  is  thus  of  great  importance  to  improve  pharmacophore 
models for the identification of new ligands and thus for the long‐term goal to develop potential drugs 
effective  against  OP  poisoning.  Further  requirements  for  the  development  of  PAM  as  potential 




the evaluation of  the  therapeutic application of novel drugs against nerve‐agent  impaired nicotinic 
function.  Collectively,  continuation  of  this  study  together  with  complementary  pharmacological 
investigations  comprising affinity  studies of  test  compounds  towards different  subtypes of nAChR, 
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